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Parole chiave: Cimicoxib, HPLC, plasma canino, farmacocinetica. 
Il cimicoxib è un inibitore selettivo della COX-2 di recente rilascio, utilizzato per 
l’infiammazione e il dolore nel cane. Non essendo presenti in letteratura studi relativi a 
questa molecola, gli obbiettivi del presente studio sono stati quelli di 1) sviluppare e validare 
un metodo analitico per la determinazione del cimicoxib nel plasma di cane, 2) e di valutare 
la sua farmacocinetica in cani. Sono state utilizzate compresse appetibili a differenti dosaggi: 
ad un cane è stata somministrata la dose di 4 mg/kg, a quattro cani la dose di 2 mg/kg. 
Il dispositivo utilizzato per la quantificazione degli analiti è stato l’HPLC accoppiato con 
rilevatore a fluorescenza. 
Il limite di quantificazione per il cimicoxib è stato di 25 ng/mL. Le corse cromatografiche 
sono state specifiche, senza picchi di interferenza nei tempi di ritenzione dell’analita, come 
confermato mediante esperimenti di HPLC-spettrofotometro di massa. La validazione del 
metodo è stata determinata in accordo con le linee guida dell’European Medicines 
Evaluation Agency (EMEA). 
Non è stato rilevato alcun effetto avverso negli animali. 
La metodica di determinazione del cimicoxib presente in questo studio, ha permesso il 
calcolo dei parametri farmacocinetici. 
In conclusione, la presente metodica HPLC si è rilevata rapida, sensibile ed economica, potrà 
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The cimicoxib is a selective COX-2 inhibitor recently launched on the veterinary drug 
market, for inflammation and pain in the dog. Since there are no studies related to this 
molecule in the literature, the purposes of this study were 1) to develop and validate an 
analytical method for the determination of cimicoxib in the plasma of dogs, 2) to evaluate its 
preliminary pharmacokinetics in dogs. 
Palatable tablets have been used in different doses: cimicoxib was administered as a dose of 
4 mg/kg and 2 mg/kg  in one and four dogs respectively. 
The system used for the quantification of the drug was the HPLC coupled with a 
fluorescence detector. 
The limit of quantification for the cimicoxib was 25 ng/mL. The chromatographic runs were 
specific, with no interfering peaks at the retention time of the analytes, as confirmed by  
HPLC-Mass spectrometry assays. The validation of the method was in agreement with the 
guidelines of the European Medicines Evaluation Agency (EMEA). 
Not adverse effect was detected in animals after administration. 
The present method, has allowed the computing of pharmacokinetic parameters. 
In conclusion, the present HPLC method is rapid, accurate and economical. It can then be 
















L’infiammazione, detta anche flogosi, è una parte di una complessa risposta biologica da 
parte dei tessuti vascolarizzati, innescata da vari stimoli nocivi (biologici, chimici, fisici), al 
fine di proteggere le cellule o i tessuti. Questo processo può essere visto come un tentativo 
dell’organismo di neutralizzare e rimuovere la noxa patogena, favorendo la riparazione del 
danno e ripristinando la normale funzionalità del tessuto. 
L’infiammazione è classificata secondo un criterio temporale in infiammazione acuta o 
angioflogosi (avvio immediato per una durata di minuti o pochi giorni), e l’infiammazione 
cronica o istoflogosi (durata molto variabile: da giorni ad anni). L’angioflogosi può essere 
risolta completamente in seguito alla rimozione dell’agente nocivo, o in alternativa, portare a 
conseguenze più gravi, tra cui l’istoflogosi. 
La risposta al danno e/o morte cellulare, determina attraverso la “cascata infiammatoria”, la 
comparsa dei cinque sintomi cardinali (i primi quattro descritti già la prima volta in epoca 
Romana), caratterizzati da: 
 Calor: aumento della temperatura locale, dovuto all’aumentata vascolarizzazione. 
 Tumor: gonfiore determinato dalla formazione dell’essudato o dell’edema. 
 Rubor: arrossamento legato all’iperemia attiva e all’aumentato metabolismo 
cellulare. 
 Dolor: indolenzimento provocato dalla compressione o dall’intensa stimolazione 
delle terminazioni sensitive, da parte dell’agente infiammatorio e dei componenti 
dell’essudato. 
 Functio laesa: compressione funzionale della zona colpita. L’occorrenza di questo 
evento dipende dal sito e dall’estensione della lesione. 
La successione di eventi della risposta infiammatoria può essere così descritta: 
 Vasodilatazione: il danno tissutale da luogo al rilascio di mediatori (autacoidi) che 
provocano la vasodilatazione, al fine di ridurre la velocità del flusso sanguigno 
attraverso l’aumento della pressione idrostatica. La vasodilatazione, inoltre, aiuta la 
disposizione dei leucociti lungo le pareti dei vasi. I mediatori coinvolti in questo 
processo sono: istamina, prostacicline (PGI2) e ossidi di azoto (NO2). 
 Aumento della permeabilità vascolare: causato dal rilascio di istamina, leucotrieni 
(C4, D4, E4), bradichinine, tumor necrosis factor (TNF) e interleuchine (IL-1). 
L’aumento della permeabilità causa il passaggio dei fluidi all’interstizio causa 
dell’aumento del livello proteico interstiziale. Questo meccanismo determina una 
diminuzione della pressione osmotica del sangue e aumentata pressione osmotica 
nell’interstizio, causando un ulteriore travaso di liquidi che porta all’edema. 
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 Migrazione dei globuli bianchi dai vasi ai tessuti molli infiammati: questa fase 
necessita una successione di quattro passaggi, a loro volta dipendenti da mediatori: 
- Chemiotassi: il processo per cui i globuli bianchi sono attratti al sito 
dell’infiammazione. I mediatori coinvolti sono il C5a (componente del 
complemento), leucotriene B4, IL-8. Tali mediatori attivano i recettori della 
proteina-G, quindi l’attivazione della GTP-asi che in definitiva risulta nella 
polimerizzazione dell’actina. 
- Rolling: contatto casuale ed intermittente dei globuli bianchi con l’endotelio, 
prevalentemente dovuto alla loro disposizione lungo le pareti vasali per la stasi 
sanguigna. 
- Pavementing: contatto stretto e costante dei globuli bianchi con l’endotelio. 
- Trasmigration: attraversamento dello strato endoteliale da parte dei globuli rossi. 
[Walter et al, 2008] 
A seconda dell’agente in questione, del sito colpito, delle condizioni dell’organismo e della 
velocità dell’eventuale risoluzione, l’infiammazione acuta può avere può avere aspetti 
diversi secondo il tipo di essudato prodotto (siero, fibrina, muco, sangue, pus o 
combinazione fra due o più dei componenti) e sono così classificati: 
 Infiammazione sierosa: liquido a scarso contenuto proteico derivato da siero e 
secrezioni delle cellule mesoteliali. Sono interessati i tessuti lassi e prevede la 
componente liquida. 
 Infiammazione fibrinosa: interessa il tessuto polmonare e le membrane sierose, 
prevale accumulo di fibrina associata ad accumulo sieroso. 
 Infiammazione catarrale: interessa le mucose secernenti muco, prevale muco. 
 Infiammazione emorragica: colpisce prevalentemente polmoni e vasi sanguigni 
(vasculite) e pancreas, prevale danno ai vasi con emorragia. 
 Infiammazione purulenta: caratterizzata da un’intensa infiltrazione di 
polimorfonucleati, il centro dell’infiammazione diventa una cavità piena di pus 
contenente tessuto necrotico e polimorfonucleati. Causata da batteri pirogeni. 
 Infiammazione gangrenosa (necrosi molto estesa): si verifica quando sul tessuto 
necrotico, durante l’infiammazione acuta, si impiantano batteri particolari come 
Clostridium. 
La risoluzione dell’infiammazione si ha per ritorno alla normale permeabilità del vaso, 
drenaggio linfatico, pinocitosi, fagocitosi ed eliminazione e rimozione dei macrofagi. 
[Tortora, Anagnostakos, 1990] 
Senza l’infiammazione lesioni ed infezioni non guariranno mai, analogamente, la 
progressiva distruzione del tessuto (contemporanea a tentativi di riparazione 
nell’infiammazione cronica) comprometterebbe la sopravvivenza dell’organismo. 
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L’infiammazione, acuta o cronica, pur essendo un importante meccanismo protettivo 
dell’organismo contro i potenziali agenti nocivi, può dar luogo a condizioni patologiche di 
varia entità. Alcuni esempi sono: 
 Ascessi, ulcere e fistole. 
 Granuloma causato dall’intenza proliferazione cellulare circoscritta al tessuto 
fibroso. Una lesione tipica delle infiammazioni croniche, sia di natura infettiva, sia 
da corpi estranei. 
 Malattie allergiche: reazione innescata in modo inopportuno contro sostanze 
esogene altrimenti innocue (es: rinite allergica). 
 Malattie auto immuni: reazione innescata in modo inopportuno contro li stessi 
tessuti dell’organismo (es: artrite reumatoide). 
 Malattie degenerative ed immuno-mediate: nel caso del fallimento nel rimuovere la 
causa flogogena di base, il processo infiammatorio si cronicizza, con produzione di 
mediatori e migrazione cellulare incontrollata (es: aterosclerosi). 
In tutti questi casi l’infiammazione può arrecare danni anche gravi al soggetto, sia per il 
dolore che ad esso si associa, sia per il danno tessutale che essa stessa provoca. Nel caso in 
cui siano interessati organi vitali, o l’organismo sia coinvolto in maniera generalizzata, 
l’infiammazione può mettere in pericolo la vita del paziente e deve essere attentamente 
regolata con l’utilizzo di farmaci che siano in grado di ridurre la risposta infiammatoria in 
atto, o quantomeno, alcune delle sue manifestazioni. [Zizzadoro, Balloli, 2009] 
 
1.1.1 Autacoidi dell’infiammazione 
 
Termine che deriva dal Greco: Autos = self e Acos = rimedio, cura. 
Gli autacoidi rappresentano i mediatori umorali della comunicazione intercellulare a breve 
distanza, esercitando la loro azione su bersagli locali, raggiunti per diffusione negli spazi 
interstiziali e rappresentati da cellule vicine alla sede di produzione (azione paracrina) e/o 
dalle stesse cellule produttrici (azione autocrina). Generalmente non si trovano nel torrente 
sanguigno e pertanto indicati anche come “ormoni locali”. Gli autacoidi svolgono il ruolo di 
protagonisti della reazione infiammatoria e la risposta immunitaria. Oltre all’infiammazione, 
sono comunque riportati anche eventuali altri fenomeni biologici (fisiologici e 
fisiopatologici) nei quali il mediatore risulta essere funzionalmente coinvolto, in alcuni casi 
non come autacoide , ma come neurotrasmettitore o ormone. La conoscenza di tali fenomeni, 
infatti, è necessaria per comprendere gli effetti collaterali indesiderati dei farmaci usati per il 
controllo dell’infiammazione e/o eventuali altri loro campi di applicazione terapeutica. 




Autacoidi ammidici: istamina [2-(4-imidazoil)etilamina], serotonina (5-idrossitriptamina). 
Autacoidi lipidici: eicosanoidi (prostaglandine o PG, prostacicline, leucotrieni, trombossani, 
lipossine, epossiline, vari idroperossi-/idrossi-/epossidi acidi), fosfolipidi modificati: prodotti 
della trasformazione di alcuni fosfolipidi che da componenti strutturali delle membrane 
cellulari diventano composti dotati di attività biologica (fattore di attività piastrinica o PAF – 
Platelet Activating Factor ed altri). 
Autacoidi peptidici: fattori di crescita non emopoietici (EGF – Epidermal Growth Factor, 
NGF – Nerve Growth Factor), citochine (IL – interleuchine, IFN – interferoni, TNFα – 
Tumor Necrosis Factor). 
Altri autacoidi: Ossido Nitrico (NO), radicali liberi dell’ossigeno o ROS – Reactive Oxygen 
Species [Zizzadoro, Belloli, 2009]. 
 
1.1.2 Eicosanoidi: struttura, biosintesi e vie metaboliche 
 
Sono tutti derivati del metabolismo ossidativo di alcuni acidi grassi polinsaturi a venti atomi 
di carbonio (eikosi in Greco = 20). Attualmente le conoscenze più complete si hanno in 
particolare per i prostanoidi che includono nel loro insieme le seguenti molecole: 
prostaglandine, trombossani, prostacicline ed i leucotrieni. (Fig. 1). Queste classi di 
eicosanoidi rappresentano il bersaglio di farmaci con diffuso e consolidato impiego in 
medicina umana e veterinaria, tra cui i FANS. Per altri eicosanoidi di più recente 
identificazione le conoscenze al momento disponibili sono per lo più limitate alle modalità di 
sintesi, mentre il significato biologico della loro produzione è, sotto molti aspetti, ancora 
oscuro. 
 
Fig. 1 Rappresentazione schematica degli eicosanoidi. [Anonymous, 2010a] 
 
Gli acidi grassi polinsaturi che rappresentano i precursori biosintetici degli eicosanoidi sono: 
acido diomo-γ-linoleico, acido timodonico ed acido arachidonico. Nella maggior parte delle 
specie animali l’acido arachidonico (AA) è il precursone più abbondante e, pertanto, gli 
eicosanoidi si identificano in larga misura con i derivati di questo acido grasso. Nei tessuti, 
l’AA si trova prevalentemente nei fosfolipidi delle membrane cellulari, esterificato con 
l’ossidrile in posizione 2 dello scheletro carbonilico del glicerolo. Affinché la sintesi degli 
eicosanoidi possa avere luogo, è necessario che l’AA venga liberato dai fosfolipidi di 
10 
 
membrana grazie all’enzima fosfolipasi A2 (PLA2), che caratterizza in maniera specifica 
l’idrolisi del legame estereo in posizione 2 del glicerolo (Fig. 2-3). 
                                        
                                          Fig.2                                                                 Fig. 3  
        La “liberazione” dell’acido arachidonico.              Da fosfolipide a AA. Reazione chimica.  
 
 
Gli stimoli che attivano questo enzima possono essere di diversa natura (fisici, chimici, 
biologici, fisiologici o patologici, endogeni o esogeni). Alcuni agiscono tramite specifici 
recettori (ormoni, neurotrasmettitori, autocoidi, allergeni, endotossine etc.), mentre altri 
provocano un’aspecifica perturbazione cellulare (traumi, shock termico, ipossia, agenti 
chimici, etc.). 
L’AA così liberato viene trasformato nelle diverse classi di eicosanoidi, per intervento di 
specifici sistemi enzimatici, che catalizzano la cosiddetta “cascata dell’AA”; reazioni 
biochimiche sequenziali in cui il prodotto di una reazione funge da substrato per la reazione 
successiva. Le vie metaboliche lungo le quali è metabolizzato l’AA sono essenzialmente tre 
(Fig.4), e pertanto il nome degli enzimi che intervengono per primi nella catena di reazioni 
utilizzano l’AA come substrato. 
1. La via delle ciclossigenasi (COX), che porta alla formazione dei prostanoidi (Fig.4) 
2. La via delle lipoosigenasi (LOX), che porta alla formazione dei leucotrieni e di altri 
composti correlati (lipossine, epossine e vari idroperossi- e idrossi-acidi). Le LOX 
costituiscono una vasta famiglia di enzimi che catalizzano l’ossigenazione dell’AA, 
trasformandolo in un idro-perossi-acido (acido idro-perossi-eicosa-tetraenoico o 
HPETE). In base alla specifica posizione in cui l’enzima introduce l’ossigeno 
molecolare nella catena carboniosa dell’acido grasso si distinguono diversi tipi di 
LOX (5-, 8-, 9-, 11-, 12-, 15-LOX), che portano alla formazione dei rispettivi 
HPETE, di cui i più importanti negli organismi animali sono la 5-, 12- e 15-HPETE. 
Quindi, per l’attività deidrasica delle LOX (enzimi ad attività bifunzionale) sono 
ulteriormente trasformati, soprattutto l’acido 5-HPETE, attraverso una serie di 
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reazioni con l’interazione di altri sistemi enzimatici, nei diversi leucotrieni (LT) 
(LTA4, LTB4, LTC4, LTD4, LTE4, CysLT) e nelle lipossine (LXA4, LXB4) (Fig. 4). 
3. La via del citocromo P-450 (CYP-450) monoossigenasico, che porta alla 
formazione di vari idrossi- ed epossi-acidi. (Fig. 4) [Zizzadoro, Belloli, 2009]. 
Le vie metaboliche meglio conosciute e di maggiore interesse farmacologico sono le vie 
delle COX e delle LOX. 
 




Questi enzimi sono proteine globulari associate al versante endoluminale delle membrane del 
reticolo endoplasmatico e del nucleo. Sono bifunzionali, cioè capaci di due attività 
catalitiche, cicloossigenasica e perossidasica. Le due attività avvengono in successione e 
portano alla formazione della prostaglandina H2 (PGH2); un composto intermedio altamente 
reattivo, che per intervento di specifici enzimi (PGD-, PGE-, PGF-, PGI- e TXA-sintasi) 
viene a sua volta trasformato in una serie di prodotti terminali biologicamente reattivi, che 
diffondono passivamente nell’ambiente extracellulare. Questi prodotti sono indicati 
nell’insieme come prostanoidi e sono rappresentati da: 
12 
 
 Prostaglandine D2, E2, F2α (PGD2, PGE2, PGF2α). 
 Prostacicline (o prostaglandine I2 o PGI2). 
 Trombossano A2 (TXA2). (Fig. 5) 
 
Fig. 5 La via delle cicloossigenasi con la conseguente sintesi dei vari prostanoidi. 
 
 
Attualmente si conosco almeno due isoforme di cicloossigenasi: COX-1 e COX-2. I due 
isoenzimi svolgono la stessa attività catalitica, agendo sullo stesso substrato e sono molto 
simili anche nella composizione aminoacidica. 
Le differenze principali fra le due isoforme per quanto riguarda la distribuzione cellulare e i 
meccanismi di regolazione della loro espressione molecolare sono: 
 La COX-1 chiamata anche “isoforma costitutiva”, è normalmente presente nella 
quasi totalità delle cellule e dei tessuti dell’organismo animale e, in genere, il suo 
livello di espressione è costante (pur se variabile da distretto a distretto). La 
normale espressione delle COX-1 è responsabile della produzione delle 
prostaglandine con numerose funzioni omeostatiche e regolatrici, con conseguente 
protezione del tratto gastro-enterico prossimale, del rene e delle piastrine [Mehta et 
al., 2007]. 
 La COX-2 denominata “isoforma inducibile”, è stimolata maggiormente in seguito 
ad una lesione ed infiammazione, benché, in condizioni basali sia espressa in 
maniera costitutiva in alcuni tessuti (cervello, pareti vasali, rene e tratto 
riproduttivo femminile) [Mitchell et al., 1993; Seibert et al., 1995; 1997; Crofford, 
1997]. Quando indotta in seguito a stimoli adeguati (stimoli pro-infiammatori, 
mitogeni, fattori di crescita, ormoni, sollecitazioni meccaniche, etc.), la sua 
espressione diventa apprezzabile soprattutto nelle cellule coinvolte 
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nell’infiammazione (monociti, magrofagi, granulociti, mastociti, fibroblasti, etc.). 
Tali significativi livelli di espressione superano generalmente quelli delle COX-1 
(10-100 volte) presente nell’ambito dello stesso contesto cellulare e/o tissutale e si 
associa naturalmente ad una produzione di maggiori quantità di prostanoidi (fino a 
1000 volte). 
 Alcune importanti differenze strutturali si osservano a carico del sito dell’attività 
cicloossigenasica e sono essenzialmente responsabili della differente specificità 
delle due forme molecolari verso altri substrati e della loro diversa sensibilità 
all’inibizione farmacologica. Il sito attivo consiste in un canale idrofobico lungo e 
stretto che si estende dalla parte sferica verso il centro catalitico [Luong et al., 
1996; Smith, Song, 2002]. Il canale della COX-2 è più largo e possiede una forma 
leggermente differente da quello delle COX-1. Queste differenze fanno si che si 
formi una piccola tasca laterale idrofobica fuori dal canale principale, aumentando 
il volume del sito attivo della COX-2. All’interno della tasca laterale della COX-2 
è presente un residuo di arginina al posto dell’His-513 presente nella catena 
laterale della COX-1(Fig. 6) [Rao et al., 2005]. 
 
Fig. 6 Sequenza degli amminoacidi nella COX-1 e nella COX-2. [Flower, 2003] 
 
 
Infine va ricordata la recente scoperta di una terza isoforma la COX-3 che sembra sia 
codificata dallo stesso gene della COX-1, ma il mRNA risultante è assemblato in maniera 
differente. Ancora non si conosce molto riguardo alla sua produzione ed ai suoi effetti 
biologici. In più altre ricerche suggeriscono l’esistenza di numerose varianti, sia della 
COX-1 che della COX-2. La comprensione del significato biologico di queste varianti 
potrà mettere in luce nuovi aspetti della fisiologia di certi tessuti, e pertanto, aprire nuove 





1.2 Farmaci anti-infiammatori 
 
Qualsiasi farmaco che, interferendo con la sintesi, il rilascio e/o l’azione di uno o più 
autocoidi dell’infiammazione, sia capace di ridurre i loro effetti, ha la potenzialità di essere 
un “farmaco anti-infiammatorio”. 
Ne deriva che tutti quei farmaci che consentono di controllare l’infiammazione (o alcune sue 
manifestazioni), con particolare efficacia terapeutica e nelle condizioni cliniche più diverse, 
vengono indicati come farmaci anti-infiammatori. 
Attualmente, i farmaci che rispondono a questa definizione sono rappresentati da due classi 
di composti: 
 FAS (Farmaci Anti-infiammatori a struttura Steroidea): sono i glucocorticoidi (CG), 
utilizzati come agonisti del cortisolo. Gli steroidei surrenalici sono sintetizzati 
(reazione catalizzata da enzimi appartenenti alla famiglia del CYP-450) a partire dal 
colesterolo, che a sua volta viene trasportato all’interno delle strutture cellulari della 
corteccia surrenalica da lipoproteine plasmatiche a bassa densità (LDL). I farmaci 
(GC di sintesi) appartenenti a questa famiglia vengono, al giorno d’oggi, 
generalmente sintetizzati a partire dall’acido colico (di origine animale) e dalle 
saponine steroidee estratte da piante appartenenti alla famiglia delle Liliacee e delle 
Dioscoriacee. 
L’attività anti-infiammatoria dei GC deriva dalla loro capacità di interferire con la sintesi, il 
rilascio e/o l’azione di più autocoidi contemporaneamente, per lo più delle citochine e degli 
eicosanoidi, ma anche dei nitrossido (NO), Reactive Oxygen Species (ROS – molecole 
chimicamente reattive contenente ossigeno) e l’istamina. Tale caratteristica inibisce le 
funzioni (migrazione, attivazione e proliferazione) di tutte le cellule coinvolte nella reazione 
infiammatoria e/o immunitaria. Inoltre, in seguito a diversi meccanismi, i GC agiscono su 
molte funzioni biologiche ed apparati (metabolismo di proteine, carboidrati e lipidi; 
equilibrio idro-elettrico per la concomitante azione di tipo mineralcorticoide; funzione 
cardio-vascolare sia attraverso meccanismi diretti, sia mediati dagli effetti mineralcorticoidi; 
sistema nervoso centrale attraverso effetti metabolici che regolano la concentrazione 
plasmatica del glucosio necessaria per le funzioni celebrali; effetti sul sistema linfatico e del 
sangue; effetti sul sistema endocrino). Da un lato, questo spettro d’azione così ampio, rende 
ragione di come i GC siano i farmaci anti-infiammatori più efficaci al momento disponibili e 
risultino attivi praticamente in tutti i tipi di flogosi (soprattutto quando la responsabilità di 
una condizione infiammatoria ricade in ugual misura su più autocoidi o quando il mediatore 
principalmente responsabile del processo patologico non è noto). Dall’altro canto, invece, in 
virtù della molteplicità e la complessità delle loro azioni farmacologiche e metaboliche, sono 
numerosi i casi in cui il loro impiego è controindicato o richiede particolare cautela. Sono 
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altrettanto numerose le reazioni avverse e alcune di esse sono: immunosoppressione, 
iperglicemia, diabete mellito di tipo 2, perdita delle masse muscolare e cutanea, debolezza 
muscolare, incremento della deposizione di grasso, fragilità capillare per eccessivo 
catabolismo del collagene capillare, osteoporosi per la riduzione nella fissazione del calcio, 
sindrome di Cushing, ipertensione, ipokaliemia, ritardo nella crescita, irregolarità del ciclo 
estrale, calo della libido, depressione, insonnia ed agitazione. 
 FANS (Farmaci Anti-infiammatori Non Steroidei): in inglese NSAID’s – Non 
Steroidal Anti-Inflammatory Drugs, sono largamente utilizzati in medicina umana e 
veterinaria per la loro riconosciuta efficacia nel produrre effetti anti-infiammatori, 
analgesici e antipiretici. Ne fanno parte numerose molecole a struttura diversa, per la 
maggior parte acidi organici deboli che contengono una porzione aromatica non 
steroidea che conferisce un certo gradi di liposolubilità. Dal punto di vista chimico 
sono eterogenei, ma condividono un comune meccanismo d’azione che li raggruppa 
nella stessa classe farmacologica. 
I FANS traggono attività anti-infiammatoria dalla loro capacità di inibire la sintesi dei 
prostanoidi: questi particolari autocoidi svolgono un ruolo chiave nella genesi della 
sintomatologia clinica di numerosi tipi di infiammazione, agendo soprattutto come 
amplificatori degli effetti di altri mediatori comunemente coinvolti nel processo flogistico. 
Ciò porta alla semplice deduzione che lo spettro dell’attività anti-infiammatoria dei FANS 
sia meno ampio di quello dei GC, che a loro volta agiscono su più tipi di autocoidi. Per fare 
un semplice esempio, i GC sono utili nel trattamento delle allergie mentre i FANS non lo 
sono. Di conseguenza si può dire che gli effetti farmacologici dei FANS sono più specifici e 
limitati, perciò, prima della somministrazione è essenziale inquadrare bene la patogenesi 
dell’affezione, nonché, fare attenzione alla specie animale trattata, in quanto esistono delle 
profonde differenze specie-specifiche nei meccanismi fisiopatologici dell’infiammazione e 
della risposta immunitaria (diversa sensibilità agli stimoli pro infiammatori, variabilità del 
tipo e dell’intensità delle reazioni ad insulti di varia natura, diversa incidenza di specifiche 
patologie su base infiammatoria e/o immunologica, etc.). Queste differenze limitano la 
trasferibilità dei dati relativi all’efficacia di un trattamento farmacologico di una specie 
all’altra e rende necessaria la realizzazione di studi dedicati ad ogni singola specie animale 









1.2.1 FANS  
 
La storia di questa classe di farmaci vede le sue origini nell’antichità. Le prime segnalazioni 
sono circa l’uso di preparazioni officinali a base di corteccia e foglie di salice come rimedio 
per ridurre la febbre e alleviare i dolori di varia natura [Zizzadoro, Belloli, 2009]. Col 
passare degli anni, nel 1829, è stato identificato da Leuroux il principio attivo responsabile 
delle proprietà terapeutiche (glucoside salicina), con successive manipolazioni chimiche, 
furono sintetizzati l’alcool salicilico e l’acido salicilico, ma il primo FANS di sintesi 
introdotto per uso clinico è stato il salicilato di sodio nel 1875. Il seguito è stato sintetizzato 
nel 1898 da Felix Hoffman dalla “Bayer Pharmaceutical Company” il “progenitore dei 
FANS moderni”: l’acido acetilsalicilico, un derivato acetilato dell’acido salicilico, che è 
stato introdotto col nome di Aspirina
®
 nell’anno successivo. Da allora, nel tentativo di 
produrre un farmaco più efficace e sicuro dell’aspirina, sono stati sintetizzati numerosi altri 
composti che prendono il nome di FANS tradizionali (t-FANS), tuttavia, nessuno di essi ha 
mai offerto particolari vantaggi, almeno in termini di tollerabilità. Solo nel 1971, Vane 
(1971) descrisse il meccanismo d’azione per la prima volta e quindi l’inibizione della 
produzione delle PG, a loro volta derivati dell’AA, attraverso l’inibizione delle COX [Vane, 
1971]. È stata questa la scoperta cardinale che ha aperto la strada ai progressi significativi 
degli ultimi vent’anni. Sono nati così i FANS innovativi che comprendono gli inibitori 
selettivi delle COX-2 o COXIBs, duplici inibitori e i nitro-FANS. Tali farmaci, rispetto ai t-
FANS, sembrano offrire potenziali vantaggi in termini di efficacia e/o tollerabilità 
(soprattutto gastrica), anche se nessuno di essi può ancora considerarsi farmaco “ideale” per 
il controllo dell’infiammazione. I FANS innovativi non possono pertanto sostituirsi ai t-
FANS (il cui ruolo terapeutico è ancora valido e attuale), ma la loro introduzione ha ampliato 
la possibilità di scelta del farmaco più adatto per ciascun tipo di paziente e patologia 
[Zizzadoro, Belloli, 2009]. 
I FANS sono indicati per entrambi i tipi del dolore: cronico e acuto. Nell’ambito di 
quest’ultimo possono essere usati singolarmente per il dolore lieve-moderato, oppure in un 
regime di analgesia “multimodale”, combinati con gli oppioidi per il dolore da moderato a 
severo. Tale combinazione è di grande beneficio perché permette la riduzione del dosaggio 
degli oppioidi, riducendo i numerosi effetti collaterali a loro associati come la nausea, il 
vomito, le vertigini, la confusione, la sonnolenza, la ritenzione urinaria, il prurito e la 
costipazione [Langford, Metha, 2006].  
Le molecole che appartengono alla classe dei FANS sono numerose e possono essere 
classificate in base a tanti criteri: in base alla struttura fisica (Fig. 7), in base alla selettività 
per le COX-1 e COX-2 e quindi il meccanismo d’azione, in base all’effetto farmacologico 
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secondo la WHO (grado di effetto analgesico, anti-infiammatorio, anti-piretico) e su base 
terapeutica (analgesica, anti-coagulanti, anti-piretici, anti-gotta, etc.). 
 
Fig. 7 Classificazione dei t-FANS. 
 
 
Come già visto, tutti i FANS condividono un meccanismo d’azione comune che consiste 
nell’inibizione delle COX, con conseguente riduzione dei prostanoidi e degli effetti da questi 
mediati. Il parametro che varia tra un FANS e un altro (e quindi gli attibuisce effetti 
farmacologici diversi) è invece la selettività per le diverse COX. Utilizzando idonei saggi 
farmacologici in vitro, è possibile studiare separatamente la potenza inibitoria dei vari FANS 
per la COX-1 e la COX-2. Il rapporto tra i valori di IC50 (concentrazione di farmaco che 
inibisce del 50% l’attività dell’enzima) per la COX-1 e per la COX-2, determinati per la 
stessa molecola, (cosiddetto rapporto COX-1/COX-2) è assunto, per convenzione quale 
indice della selettività del farmaco per le due diverse isoforme di COX. In base al valore del 
rapporto COX-1/COX-2, i FANS sono così definiti e classificati: 
 Inibitore non selettivo delle COX (rapporto = 1): se risultano equi-potenti verso le 
COX-1 e le COX-2 (IC50 COX-1 = IC50 COX-2). 
 Inibitore preferenziale della COX-1 o inibitore selettivo della COX-1 (rapporto <1 o 
rispettivamente <<1), se sono inibitori più potenti della COX-1 che della COX-2 
(IC50 COX-1 < o << IC50 COX-2). 
 Inibitore preferenziale della COX-2 o inibitori selettivi della COX-2 (rapporto >1 o 
rispettivamente >>1), se sono inibitori più potenti della COX-2 che della COX-1 
(IC50 COX-1 > o >> IC50 COX-2) [Zizzadoro, Belloli, 2009] 
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Le prime quattro categorie (sottolineate) fanno parte dei FANS tradizionali, l’ultimo invece 
dei FANS innovativi. 
 
1.2.2 FANS tradizionali 
 
Gli effetti farmacologici dei t-FANS sono essenzialmente tre: anti-infiammatori, analgesici, 
anti-piretici a cui si associano altri effetti minori ascrivibili alle singole molecole piuttosto 
che alla classe nell’insieme. La potenza con cui ogni singolo composto produce questi tre 
effetti farmacologici, così come le dosi necessarie per produrli possono essere 
significativamente differenti. Inoltre, non tutti sono in grado di evocare i tre suddetti effetti 
con uguale efficacia. Ad esempio l’aspirina, spesso considerata la molecola di riferimento di 
questa classe, e la flunixina esercitano le tre azioni, in una maniera abbastanza bilanciata. Il 
fenilbutazone, uno dei primi t-FANS introdotti in medicina veterinaria applicata sul cane, è 
efficace come anti-infiammatorio ed analgesico, ma pressoché privo di attività anti-piretica. 
Le ragioni di un comportamento farmacologico così diversificato tra i singoli farmaci sono 
da ricercare nelle differenze del profilo dinamico (e anche cinetico), e nelle caratteristiche 
biologiche delle loro COX bersaglio [Zizzadoro, Belloli, 2009]. Qui di seguito sono 
raggruppate le caratteristiche principali comuni ai t-FANS: 
 
Effetto anti-infiammatorio: riduzione della vasodilatazione e dell’edema in conseguenza 
dell’inibizione della sintesi di prostanoidi prodotti e liberati nei tessuti delle cellule resistenti 
e delle cellule infiammatorie ivi migrate in risposta ad un insulto di varia natura. Sono 
particolarmente efficaci nel controllo della flogosi acuta (o della riacutizzazione di processi 
infiammatori cronicizzati), riducendo tutte le classiche manifestazioni cliniche (rubor, calor, 
etc.). Meno efficaci, invece, nelle flogosi croniche in cui l’infiammazione è sostenuta dalla 
compartecipazione di una serie articolata di mediatori, dove i prostanoidi rivestono un ruolo 
secondario. Ne consegue un contributo significativo per singoli aspetti della malattia 
infiammatoria (es. dolore). 
 
Effetto analgesico: efficaci principalmente contro quei tipi di dolore nei quali le PG 
sensibilizzano le terminazioni nocicettive, oppure, esercitano un’azione diretta (nel caso 
della PGI2), oppure ancora, abbassano la soglia di depolarizzazione neuronale (PGE2 a 
livello spinale), cioè nel dolore associato all’infiammazione o al danno tissutale. 
 
Effetto anti-piretico: i FANS inibiscono la sintesi delle PG nelle cellule endoteliali dei vasi 
sanguigni ipotalamici in risposta a pirogeni esogeni ed endogeni (abbassamento della 
temperatura solo in caso di febbre senza interferenza con la normale temperatura corporea). 
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Risultano particolarmente efficaci in quel contesto l’aspirina, la flunixina, il paracetamolo e 
il dipirone. 
 
Effetto anti-aggregante: avviene per l’inibizione della sintesi COX-1 mediata dai TXA2. In 
relazione a tale applicazione clinica (usata per la terapia di laminite equina, filariosi 
cardiopolmonare nel cane e miocardiopatia nei felini), la molecola più efficace e utilizzata è 
l’aspirina. L’acido acetilsalicilico è l’unico FANS che inibisce le COX in maniera 
irreversibile. Poiché le piastrine mature, prive di nucleo, sono incapaci di sintetizzare nuove 
COX (come succederebbe in altre cellule nucleate) dopo che quella già espressa è stata 
acetilata dall’aspirina, la durata del blocco farmacologico è pari alla vita media della 
piastrina nel torrente circolatorio (9-10 giorni). Ciò permette inoltre la somministrazione di 
basse dosi in maniera continuativa, permettendo di promuovere un’azione selettiva sulla 
COX piastrinica senza significativa alterazione dell’attività cicloossigenasica di altre cellule 
e tessuti.  
 
Effetti anti-tumorali: i t-FANS inibiscono l’effetto facilitatore dei prostanoidi sulla crescita 
tumorale. Il ruolo dei t-FANS come potenziali farmaci anti-tumorali si sta sempre più 
consolidando. Tale effetto prevede la concomitante partecipazione COX-1 e COX-2. 
 
Effetti collaterali: alle comuni dosi usate in terapia i t-FANS determinano una generalizzata 
e pressoché totale inibizione dell’attività delle COX-1 e/o COX-2. Il loro utilizzo, pertanto, 
comporta la riduzione della biosintesi non solo dei prostanoidi che mediano 
un’infiammazione, dolore e febbre, ma anche di quelli implicati generalmente con funzione 
omeostatica o compensatoria, nella regolazione di altri processi biologici (cito-protezione 
gastrica, funzione renale, funzione piastrinica, etc.). Di conseguenza, questi farmaci sono 
spesso responsabili dell’insorgenza di importanti e ben noti effetti collaterali, per lo più 
indesiderati che si manifestano principalmente a carico del tratto gastrointestinale (ulcere e/o 
perforazioni della parete gastro-duodenale, ulcere “a stampo” per la natura acida di questi 
farmaci, rallentamento della mobilità intestinale predisponente a coliche nel cavallo), del 
rene (ischemia renale e grave insufficienza renale acuta nei soggetti con funzionalità renale 
prostaglandino-dipendente, ritenzione idro-salina, riduzione dell’efficacia di farmaci anti-
ipertensivi) e delle piastrine (allungamento del tempo di sanguinamento). Accanto ai tre 
classici apparati eventualmente affetti sono state descritte altre reazioni avverse che possono 
presentarsi con incidenza e gravità variabili, sempre nell’ambito dei dosaggi terapeutici e che 
non necessariamente sono legate all’inibizione delle COX: reazioni cutanee, danni alle 
cartilagini articolari, rallentamento dei processi di guarigione delle fratture, “asma da 
aspirina” [Zizzadoro, Belloli, 2009]. Sebbene non siano stati confermati effetti teratogeni, 
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studi sui roditori hanno dimostrato anche la crescita della mortalità neonatale e un aumento 
degli aborti [Chavez, DeKorte, 2003]. 
 
Farmacocinetica: benché i t-FANS siano raggruppati in tante diverse classi chimiche e 
abbiamo differenze nella cinetica, il comportamento cinetico dei t-FANS mostra degli aspetti 
grosso modo comuni a tutte le molecole, con alcune peculiarità, tuttavia, legate a singoli 
composti o, più spesso, specie-specifiche. Tutti sono acidi organici deboli quando 
somministrati, con pKa compresa tra 3-6 (tranne uno, il nebumetone che è un pro farmaco 
chetonico metabolizzato nella forma attiva acida). Nei megaroblasti, a causa dell’ambiente 
gastrico acido (pH<3), associato alla liposolubilità e il pKa e dei t-FANS, l’assorbimento 
orale è rapido (picchi plasmatici a partire da 1 ora) con una biodisponibilità orale dell’80% in 
media. Di conseguenza la via di somministrazione più utilizzata in molti animali è la via 
orale. Nei poligastrici e negli erbivori, in cui l’assorbimento è ritardato o irregolare è invece 
sconsigliata e si preferisce la via parenterale disponibile in commercio (IM, SC, IV, etc.). Il 
pH fisiologico favorisce la dissociazione del farmaco, per cui nel torrente circolatorio si 
trovano nella forma dissociata (ionizzati), legati in massima parte (>98%) alle proteine 
plasmatiche. Solo la parte non legata alle proteine è biologicamente attiva. Questo fatto si 
traduce da un lato in un limitato volume di distribuzione (che non limita però il 
raggiungimento di concentrazioni efficaci nel sito dell’infiammazione, dove l’aumentata 
permeabilità vasale permette il passaggio delle proteine plasmatiche nell’interstizio) e 
dall’altro dalla possibile competizione con altri farmaci legati anch’essi alle proteine 
plasmatiche. La quantità totale del farmaco assorbita viene eliminata dall’organismo in 
massima parte attraverso processi di metabolismo che si svolgono principalmente in sede 
epatica. Alcuni farmaci vanno incontro a reazioni di fase I (ossidazione, riduzione, idrolisi, 
etc.) seguiti da reazioni di fase II (coniugazione), e altri, direttamente, solo alla 
glucuronoconiugazione. Il metabolismo poi procede, per la maggior parte, con l’intervento 
dei CYP3A o CYP2C. La principale via di escrezione dei t-FANS e dei loro metaboliti (per 
la maggior parte come metaboliti inattivi, limitata escrezione del farmaco parenterale), è la 
via urinaria tramite processi sia di trasporto tubulare attivo, sia di filtrazione glomerulare 
[Katzung et al., 2009]. L’eliminazione è pH dipendente e quindi più lenta nel cane, se 
paragonato agli erbivori, il cui pH urinario è più basico. Nel cane i glucuronidi derivati da 
alcuni composti (indometacina, naproxene, ibuprofene, piroxicam) subiscono 
un’eliminazione prevalentemente biliare e un importante ricircolo entero-epatico. Una 
caratteristica importante dei t-FANS è la persistenza del loro effetto anti-infiammatorio e 






Alcune peculiarità legate alle reazioni avverse e alla tossicità: 
 Nei carnivori, a causa dell’ambiente gastrico acido (pH~2), i t-FANS si presentano 
nella forma indissociata liposolubile che consente loro un rapido superamento delle 
membrane delle cellule epiteliali che rivestono la mucosa gastrica. Con la successiva 
dissociazione del farmaco a livello cellulare (pK 7.0-7.4) e la conseguente forma 
ionizzata meno liposolubile in cui si trova, il farmaco abbandona lentamente la 
cellula per raggiungere il torrente circolatorio. Si verifica così un progressivo 
accumulo intracellulare (intrappolamento ionico) e conseguente inibizione completa 
dell’attività cicloossigenasica di tali cellule. Ciò spiega la sensibilità dei carnivori e 
l’eventuale azione lesiva dei t-FANS sullo stomaco e alla porzione prossimale del 
duodeno. Una parziale soluzione a questo problema può essere la somministrazione 
a stomaco pieno. 
 L’emivita che è molto variabile tra un farmaco e un altro, può prolungarsi 
ulteriormente nel caso in cui l’eliminazione avvenga per via biliare con un ricircolo 
enteroepatico come descritto prima per il cane in seguito a somministrazione di 
alcuni t-FANS. Questo comporta un prolungamento all’esposizione della mucosa 
enterica al farmaco, la cui azione lesiva viene ad essere in tal modo esaltata. 
 Poiché l’acido acetilsalicilico e il paracetamolo vanno incontro a 
glucuronoconiugazione e il gatto ha un tipico deficit di glicuroniltrasferasi, l’enzima 
che catalizza tale reazione, il paracetamolo è assolutamente controindicato in questa 
specie. Sempre nel gatto, a causa della rallentata emivita di eliminazione, si prevede 
un allungamento dell’intervallo tra le somministrazioni di aspirina. Per le altre 
specie basta rispettare la posologia consigliata [Zizzadoro, Belloli. 2009]. 
 
1.2.3 FANS innovativi 
 
Nel 1990 è stata scoperta l’esistenza di due diverse isoforme dell’enzima COX [Fu et al,. 
1990; Kujubu et al., 1991] e l’iniziale ipotesi che la COX-1 fosse responsabile delle sintesi di 
prostanoidi pro-infiammatori e la COX-2 presiedesse alla produzione di prostenoidi 
protettivi, ha stimolato la ricerca farmacologica allo sviluppo di molecole nuove, con 
caratteristiche tali da riconoscere e legare la sola COX-2. Questi farmaci dovrebbero godere 
di un’efficacia terapeutica paragonabile a quella dei t-FANS ed offrire nel contempo una 
minore incidenza di effetti collaterali. 
Accanto a questi aspetti promettenti, ben presto è stato evidenziato che anche l’uso clinico di 
queste nuove molecole è stato associato a importanti limiti, sia in termini di efficacia sia di 




1.3 I COXIBs 
 
I farmaci inibitori selettivi delle COX-2 sono chimicamente affini ed appartengono alla 
classe chimica dei cosiddetti COXIBs. La denominazione COXIB sta ad indicare una 
specifica classe chimica di composti (caratterizzati da una peculiare struttura molecolare 
contenente un anello triciclico ed un gruppo metilsulfonico) e non una selettività verso le 
COX-2, come spesso viene impropriamente usato in letteratura. I capostipiti degli inibitori 
della COX-2 sono il celecoxib ed il refecoxib. Numerose altre molecole si sono in seguito 
aggiunte (inibitori della COX-2 di seconda generazione), come l’eterocoxib, il lumeracoxib, 
il robenacoxib, sviluppato per il trattamento del cane e del gatto, il valdecoxib e il suo pro-
farmaco parecoxib che si distinguono per una selettività sempre più alta verso le COX-2, 
caratteristiche farmacologiche più favorevoli e/o minori effetti collaterali [Zizzadoro, Belloli, 
2009]. Infatti, l’inibizione selettiva delle COX-2 è stata proposta già dopo i primi studi, per 
la terapia anti-infiammatoria e analgesica, risparmiando il deleterio effetto gastrointestinale 
(GI), come l’ulcera peptidica, associazione all’inibizione delle COX-1 [Needleman, Isakson, 
1997]. Studi clinici hanno dimostrato che i farmaci COX-2 selettivi provocano una riduzione 
importante del dolore e del gonfiore alle articolazioni, con una bassa incidenza 
statisticamente significativa di ulcere gastriche [Simon et al., 1998, Isakson et al., 1998]. 
Le basi molecolari della selettività risiedono: 
 Nell’assenza dei gruppi funzionali metilsolfonico e solfonamidico, capaci di 
interagire con residui aminoacidici localizzati in corrispondenza della tasca laterale 
del canale cicloossigenasico, accessibile solo nella COX-2. 
 Nell’assenza del gruppo carbossilico (-COOH), che impedisce alla molecola di avere 
un sito di ancoraggio sull’Arg-120, riducendo la capacità di legame della molecola 
alla COX-1. 
 Nell’ingombro sterico, che rende difficoltoso l’ingresso della molecola nello stretto 
canale cicloossigenasico delle COX-1 (Fig. 6-8) [Zizzadoro, Belloli, 2009]. 
Nonostante i COXIBs si leghino inizialmente ad entrambe le isoforme in maniera reversibile, 
l’ampia catena laterale dei COXIBs provoca la formazione di un complesso stabile con il 
canale idrofobico della COX-2 provocando un ritardo nella rottura di tale legame e 











Fig. 8 Basi molecolari della selettività dei FANS inibitori delle COX-2. A) I t-FANS hanno accesso al 
canale cicloossigenasico di entrambe le isoforme dove possono legarsi al residuo Arg120. B) I FANS 
selettivi della COX-2 legano i residui aminoacidici presenti nella tasca laterale mediante i loro gruppi 
funzionali metilsulfonico e sulfonamidico, non legano l’Arg120 per presenza del gruppo ‒COOH, non 
hanno accesso alla tasca laterale delle COX-1 ostruita dal voluminoso residuo aminoacidico Ile523 e 
sono caratterizzati da un ingombro sterico che ostacola il loro ingresso nel canale cicloossigenasico 
della COX-1, più stretto di quello della COX-2 [Zizzadoro, Belloli, 2009].  
   
 
Il vantaggio principale (se paragonato ai t-FANS) ad oggi noto nell’ambito del dolore acuto 
per-operatorio, è la preservazione della funzione piastrinica e cioè il mantenimento della 
normale coagulazione [Langford e Mehta, 2006]. Un altro vantaggio importante associato ai 
COXIBs è il miglior profilo di sicurezza (sempre rispetto ai t-FANS) per quanto riguarda 
l’apparato GI [Hinz et al., 2007]. È comunque da ricordare che l’uso prolungato dei COXIBs 
(anche di breve durata in pazienti ad alto rischio) è stato associato un’incidenza maggiore di 
effetti cardiovascolari avversi come mostrato, per esempio in uno studio di VIGOR (Vioxx 
GI Outcomes Research), in cui l’incidenza di infarto miocardico è risultato incrementato in 
modo significativo in pazienti trattati con rofecoxib (50 mg/die), in confronto a pazienti 
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trattati con naproxen (1 mg/die) [Bombardier et al., 2000]. Tale rischio non è ancora 
confermato e i pareri sono tutt’oggi discordanti. 
 
1.3.1 COXIBs di prima generazione 
 
Fanno parte di questa categoria farmaci come il celecoxib e il rofecoxib. Questi farmaci sono 
ormai stati sorpassati dall’uso dei COXIBs di seconda generazione a cui questa tesi fa 
riferimento, pertanto verranno meglio trattati e spigati. Questi COXIBs non sono stati 
registrati per la medicina veterinaria. 
 
1.3.2 COXIBs di seconda generazione (ad uso veterinario) 
 
Verranno trattati in questa tesi gli inibitori selettivi della COX-2 di ultima generazione: 
firocoxib, daracoxib, mavacoxib, robenacoxib e cimicoxib. 
 
 Firocoxib (Previcox®) 






Il firocoxib, 3-(ciclopropilmetoxi)-4-(4-(metilsolfonil)fenil)-5,5-dimetilfuranone) (Fig. 9) è il 
primo COXIB ad essere stato approvato dall’EMEA (nel 2004) per il trattamento 
dell’infiammazione nel cane (uso orale), e nel 2008 è stato esteso l’utilizzo anche per il 
cavallo (sia orale che in soluzione iniettabile); nel 2006 è stato approvato anche dalla FDA 
come primo COXIB indicato per il cavallo (uso orale). È commercializzato dalla Merial con 




, rispettivamente per il cane ed il cavallo. I 
dosaggi indicati per questo farmaco sono specie dipendenti, con la dose raccomandata di 0.1 
mg/kg/die per il cavallo per un massimo di 14 giorni e di 5 mg/kg/die per il cane. Il 
firocoxib, nella sua forma di impasto (cavallo) o compresse masticabili (cane) è usato per il 
controllo del dolore e dell’infiammazione associati a DJD  (degenerative joint disease) 




Nel 2010 Merial Limited ha annunciato l’introduzione negli USA di Equioxx® in soluzione 
iniettabile (IV) con la stessa indicazione terapeutica sopra descritta [Anonymous 2010b]. 
Da studi clinici il firocoxib è stato altamente efficace ed accettabile per il controllo del 
dolore e dell’infiammazione associati a osteoartriti nei cani [Hanson et al., 2006; Pollimeier 
et al., 2006; Rayan et al., 2006]. Cani con una sinovite sperimentalmente indotta trattati con 
firocoxib hanno dimostrato una zoppia significamente ridotta rispetto agli stessi trattati con 
caprofen [McCann et al., 2004]. 
Alla somministrazione orale della dose raccomandata il firocoxib mostra le seguenti 
caratteristiche farmacologiche [Anonymous, 2006; Anonymous, 2007]: 
 Biodisponibilità assoluta: nel cavallo è di ~79% 
nel cane è di ~ 38% 
 Cmax e Tmax: 
Cavallo: Cmax di 0.8 µg/ml raggiunta dopo 4 ore dalla somministrazione (Tmax) (in 
alcuni soggetti anche fino a 12 ore). 
Cane: Cmax di 1.3 µg/ml con una Tmax di 1 ora (questi valori si alterano con la co-
somministrazione di cibo rispettivamente a 0.9 µg/ml e 5 ore senza cambiare la 
biodisponibilità). 
 Legame con proteine plasmatiche:  
Cavallo = ~ 98% 
Cane = ~ 96% 
Nonostante questa alta percentuale il volume di distribuzione in entrambi i casi 
risulta ampio (cavallo = Vd(ss) ~ 1.652 mL/kg; Cane = Vdλ ~ 4.6 L/kg). 
 Tempo di emivita terminale (t½): 
Nel cavallo, dopo la somministrazione IV, risulta di 30-40 ore con ia conseguente 
accumulo (se la dose è ripetuta) e il raggiungimento alla concentrazione plasmatica 
stabilizzata dopo 6-8 ore dalla somministrazione orale del dosaggio giornaliero. 
Nel cane è di 7.8 ore. 
 Metabolismo ed eliminazione: il meccanismo metabolico principale del firocoxib è 
la deciclopropilmetilazione dando origine al metabolita deciclopropilmetilfirocoxib. 
Di seguito si forma il glucuronide coniugato. Entrambi i metaboliti hanno 
un’attività farmacologica bassa o nulla [Kvaternick et al., 2007]. 
Analisi farmacodinamiche in condizioni di laboratorio controllate di uno studio di sei cani 
trattati con la dose terapeutica di firocoxib non hanno rivelato nessun effetto avverso in 
termini di vomito, anoressia, letargia, debolezza, dolori addominali, ematochezia, profilo 














Il deracoxib, 4-[5-(3-difluoro-4-metoxifenil)-(difluorometil)-1H-pirazole-1-il] 
benzensulfamide (Fig. 10) è un inibitore selettivo facente parte dei COXIBs. È il primo (nel 
2002) approvato negli USA ed è indicato solo per i cani, per la riduzione del dolore e 
dell’infiammazione associati ad interventi chirurgici ortopedici e per il trattamento 
sintomatico (dolore cronico e la conseguente zoppia) del DJD. È commercializzato da 
Novartis Animal Health US, Inc. con il nome di Deramaxx
®
 ed è disponibile nella forma 
farmaceutica di compresse masticabili per uso orale. 
Il deracoxib ha un assorbimento orale rapido. È legato alle proteine plasmatiche per il >90%. 
A livello epatico viene metabolizzato in 4 metaboliti principali. La quasi totalità del 
deracoxib è escreto attraverso le feci come molecola madre pura oppure come metabolita O-
demetilato [Anonymous, 2005]. 
Il t½ del deracoxib nel cane alla dose di 2-3 mg/kg è di 3 ore. Tale valore è minore da quanto 
mostrato per il gatto (7.9 ore alla dose di 1 mg/kg) [Gassel et al., 2006] e tanto minore da 




 Mavacoxib (Tracoxil®) 






Il mavacoxib, 4-[5-(4-fluorofenil)-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-1-il] benzenesulfonamide 
(Fig. 11) è inibitore delle COX-2 autorizzato dall’ EMEA nel 2008 (non è disponibile negli 
USA), è commercializzato da Pfizer Limited con il nome Trocoxil
®
. È disponibile solo per 
uso orale in compresse di dosaggio variabile (6, 20, 30, 75 e 95 mg), indicato ai cani di età > 
1 anno che soffrono di dolore e infiammazione associati a DJD e che necessitano di un 
trattamento continuo di oltre un mese. 
Le caratteristiche farmacocinetiche di questo farmaco sono simili a quelle descritte per i due 
precedenti con una differenza importante che riguarda la clearance e il t½. La clearance è 
relativamente bassa (2.7 mL/h/kg) e il t½ è evidentemente prolungato con un intervallo di 8-
39 giorni (media ~ 17 giorni) in cani giovani [Cox et al., 2010]. In cani di età media di 9 anni 
il t½ raggiunge un valore medio di 39 giorni e in una piccola parte di questa popolazione 
(<5%), un valore medio di oltre 80%; il motivo di questo fenomeno è tutt’oggi oscuro. 
Questo fattore permette la somministrazione di mavacoxib in un protocollo di una compressa 
al mese (nel primo mese una ripetuta a distanza di 14 giorni dopo la dose iniziale) che 
rappresenta un vantaggio per quanto riguarda la compliance da parte dei proprietari. 
Somministrazione di mavacoxib che corrisponde il dosaggio mensile raccomandato fino a un 
periodo di 6.5 mesi ha prodotto un miglioramento della zoppia e della qualità della vita dei 




 Robenacoxib (Onsior®) 






Il robenacoxib, 2-[5-etil-2-(2,3,5,6-tetrafluoroanilino)fenil]acetic acido (Fig. 12) è un nuovo 
farmaco, membro del gruppo COXIB [King et al., 2009], sviluppato esclusivamente per uso 
veterinario. Il robenacoxib è stato autorizzato all’immissione in commercio in Europa a 
Dicembre 2008 ed è commercializzato da Novartis Animal Health UK Ltd sotto il nome di 
Onsior
®
, ed è indicato anche per il gatto. Di recente (Marzo 2011) è stato il primo COXIB 
approvato per gli USA anche nel gatto. Le forme farmaceutiche disponibili sono sia come 
compressa ad uso orale sia come soluzione iniettabile. Le compresse sono indicate per il 
trattamento del dolore e dell’infiammazione associati ad DJD cronica nei cani e per il 
trattamento del dolore acuto e dell’infiammazione associati a disordini muscolo scheletrici 
nei gatti. La soluzione iniettabile, invece, è indicata per il trattamento del dolore e 
dell’infiammazione associati a chirurgia ortopedica nei cani o dei tessuti molli nel cane e nel 
gatto [Anonymous, 2010c]. 
Strutturalmente il robenacoxib è simile al diclofenac un inibitore preferenziale delle COX-2 
(Voltaren
®
, dalla quale deriva) e al lumiracoxib inibitore più selettivo (in vitro) delle COX-2 
[Tacconelli et al., 2002; Esser et al., 2005]. La struttura del robenacoxib e del lumiracoxib 
differisce dagli altri inibitori selettivi per la COX-2 per il gruppo contenente l’acido 
carbossilico in questi due COXIBs, invece che la porzione solfonica presente negli altri 
[Esser et al., 2005; King et al., 2009]. 
Il profilo farmacocinetico del robenacoxib è stato sviluppato e largamente studiato da Jung et 
al. (2008) in cani ai quali è stato somministrato 1 mg/kg di robenacoxib attraverso le vie IV, 
SC e orale (in cani sia nutriti che a digiuno). Il farmaco si è dimostrato ben tollerato in tutti 
gli animali e attraverso tutte le vie di somministrazione e non sono stati riscontrati effetti 
avversi. 
I risultati indicano alcune proprietà favorevoli come il breve tempo impiegato per 
raggiungere la Cmax e l’alta disponibilità dopo entrambe le vie, sottocutanea e orale a digiuno. 
La co-somministrazione di robenacoxib per via orale insieme al cibo riduce del 26% la 
biodisponibilità ma senza evidente alterazione della Cmax e/o del Tmax [Jung et al., 2008]. I 
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dati da studi ex vivo indicano che il robenacoxib ha una durata d’azione relativamente breve 
nel compartimento centrale, allorché l’inibizione delle PGE2 al campionamento a 6 ore è 
risultata da debole a nulla. Al contrario la durata dell’efficacia clinica è presunta essere 
significativamente più lunga, in quanto il robenacoxib si concentra e si accumula con un 
conseguente aumento del tempo di resistenza nell’essudato infiammatorio [King et al., 
2009]. Il legame del robenacoxib alle proteine plasmatiche è >98% sia nei cani che nei gatti, 
ciò indica che è presente quasi esclusivamente nel plasma con relativamente poca 
penetrazione nei tessuti. Inoltre, il livello del legame con le proteine plasmatiche non è 
concentrazione dipendente, quindi la farmacocinetica del robenacoxib non dovrebbe 
provocare delle variazioni importanti in soggetti affetti da ipoproteinemia [Jung et al., 2008].  
Lo studio eseguito da King et al., (2010) che ha comparato alcune caratteristiche 
farmacodinamiche di alcuni FANS ad uso veterinario vs il robenacoxib riporta i seguenti 
risultati: 
 La selettività del robenacoxib è risultata la più alta fra tutti i FANS comparati come 
segue: COX-1/COX-2 IC50 = robenacoxib (128.8) > daracoxib (48.5) > nimesulide 
(29.2) > S+ carprofen (17.6) > meloxicam (7.3) > etodolac (6.6) R- carprofen (5.8) 
> ketoprofene (0.88). 
 Tranne l’interposizione tra etodolac e meloxicam, è risultato lo stesso ordine del 
punto precedente per i rapporti di inibizione IC80. 
 Per gli otto farmaci è stato calcolato il grado di potenza per l’inibizione del TXA2 
sierico (indice per l’inibizione della COX-1). L’ordine della potenza è stato: 
ketoprofene > meloxicam > nimesulide > etodolac > deracoxib > robenacoxib > S+ 
carprofen > R-carprofen. 
 Analogamente è stato calcolato il grado della potenza per l’inibizione della PGE2 
plasmatica (indicativo per l’inibizione della COX-2): robenacoxib > ketoprofene > 
meloxicam > deracoxib > nimesulide > etodolac > S+ carpofren > R-carprofen. 
 Infine è stato calcolato anche il rapporto IC20 TXA2: IC80 PGE2. Questo rapporto 
fornisce un utile indicatore della selettività, perché durante l’uso clinico per 
assicurare l’efficacia è generalmente considerato appropriato il raggiungimento alla 
concentrazione IC80 della COX-2 che non quella dell’IC50. Inoltre è desiderata una 
concentrazione che non superi l’IC20 della COX-1, per assicurare effetti collaterali 
minimi in relazione al tratto GI e dell’omeostasi [Giraudel et al., 2005; Giraudel et 
al., 2009]. Fra i farmaci esaminati nel suddetto studio il rapporto più alto è stato 




 Cimicoxib (Cimalgex®) 





Il cimicoxib (CX) 4-[4cloro-5-(3-fluoro-4-metossifenil)-1H-imidazol-1-
il]benzenesolfonamide (Fig. 13) è un inibitore selettivo COX-2, commercializzato dal 
Febbraio 2011 dalla Vetoquinol SA (Francia), con il nome di Cimalgex
®
 è disponibile in 
compresse masticabili alla dose di 8, 30 e 80 mg. La dose consigliata per il trattamento è 2 
mg/kg [Anonymous, 2009]. Originariamente sviluppato per trattare la depressione e la 
schizofrenia, questo composto ha mostrato una buona attività quando testato sia in modelli 
sperimentali di infiammazione che contro dolore acuto e cronico [Haroon et al., 2012]. Dopo 
alcuni anni di studi clinici umani, sulle sue proprietà anti-infiammatorie e analgesiche, è 
stato reindirizzato dal settore umano al settore veterinario. 
Sono pochi gli studi su questo composto sia per quanto riguarda la farmacodinamica che la 
farmacocinetica. 
Dopo somministrazione orale nel cane a digiuno al dosaggio raccomandato di 2 mg/kg, il CX 
è rapidamente assorbito e il tempo per raggiungere la massima concentrazione (Tmax) è di 
2.25 (1.24) ore. Il picco della concentrazione (Cmax) è 0.3918 (0.09021) μg/ml, l’area sotto 
la curva (AUC) è 1.676 (0.4735) μg h/ml e la biodisponiblità orale è 44.53% (10.26) 
[Anonymous, 2009]. Dati leggermente differenti sono stati riscontrati da Sorbera e Ramis 
[2004]; la biodisponibilità dopo somministrazione orale di 1 mg/kg è stata del 75% con Tmax 
di 2h è t1/2 di 7 ore. 
In vivo, in modello con dolore acuto, 10 h dopo la somministrazione (2 mg/kg), le 
concentrazioni plasmatiche sono state riscontrate sopra i 100 ng/mL (i valori EC50/IC50 
variavano tra 216 e 452 ng/mL). A 24 h le concentrazioni sono risultate inferiori ai valori 
indicati di EC50/IC50 in tutti gli animali. Considerando le differenze di stima di 
biodisponibilità e la correzione per la farmacocinetica non lineare, è emerso che l'effetto del 
CX è stato di circa 10-14 ore [Anonymous, 2009]. 
Vista la recente immissione sul mercato del CX i pochi studi comparativi presenti in 




In 248 cani sottoposti ad interventi chirurgici (articolari e dei tessuti molli) trattati con 
carprofene e CX, l’analgesia prodotta dal CX non è risultata inferiore a quella del carprofene 
sia nelle 24 h successive post intervento sia nel periodo di follow-up (da 16 a 168 h post 
intervento). Dato significativo è risultato l’inadeguata analgesia dove solo il gruppo dei cani 
trattati con carprofene (123 cani) ha dato tre casi rispetto al nessun caso del gruppo trattato 
con CX (114 cani). Circa un terzo degli animali di entrambi i gruppi ha manifestato almeno 
un effetto avverso (gastrointestinale, epatico, renale e cardiovascolare) [Grandemange et al., 
2013]. 
Inoltre, il confronto tra il CX e il firocoxib ha confermato che CX riduce zoppia, dolore, 
disturbi del sistema locomotore ed edema nei cani con osteoartrite cronica durante i 90 giorni 
di follow-up dello studio [Anonymous, 2009]. 
Negli esseri umani subisce una reazione di demetilazione e una coniugazione (glucuronide 
coniugato); il metabolita demetilato è inattivo sia verso i COX-1 che i COX-2. Nei ratti, 
dopo somministrazione orale e intravenosa, l’escrezione biliare risulta essere la principale 
via di eliminazione. Nel cane, dopo somministrazione orale, il farmaco è stato ampliamente 
metabolizzato, meno dello 0.2% è risultato immodificato. Il 70 e il 30% della dose è stata 
escreta rispettivamente nelle feci e nelle urine [Sorbera e Ramis, 2004]. 
Per quanto riguarda la tossicità riproduttiva sui conigli, il CX colpisce la fertilità e lo 
sviluppo fetale. Non ci sono studi su cagne gravide quindi se ne sconsiglia l’uso in 
gravidanza [Anonymous, 2009]. In uno studio di tolleranza di 26 settimane è stato 
dimostrato che si verificano effetti avversi sia sul tratto gastrointestinale sia, in minor misura, 
sul rene (necrosi papillare) alla dose non terapeutica di 10 mg/kg. Non ci sono stati danni 

























































Lo scopo della presente tesi è stato quello di determinare e quantificare il CX nel plasma di 
cani di razze differenti dopo somministrazione orale di Cimalgex
®
 (2-4 mg/kg), utilizzando 





























3.1 Sperimentazione animale ed in laboratorio 
 
La sperimentazione è stata effettuata presso il Dipartimento di Scienze Veterinaria 
dell’Università di Pisa, Sezione di Farmacologica e Tossicologica. Lo studio è stato 
suddiviso in tre fasi: 
 Sviluppo del metodo analitico 
 Sperimentazione animale 
 Analisi ed integrazione dei risultati 
 
3.2 Chimica e Reagenti 
 
Il CX (purezza > 99.0 %) è stato fornito da Vetoquinol (Bertinoro, Italia). Il PX e il VX 
(purezza > 99.0%) sono stati forniti da Pfizer (Groton, CT, USA). L’acetonitrile (ACN), il 
metanolo (MeOH), il diclorometano (CH2Cl2), l’etere dietilico (Et2O), il cicloesano (C6H12), 
l’n-esano (C6H14), l’acido acetico (CH3COOH) sono stati acquistati da Merck (Darmastadt, 
Germania). L’acido trifluoroacetico (CF3COOH) di grado analitico è stato ottenuto da BDH 
(Poole, UK). Il cloruro di potassio (KCl), l’idrossido di sodio (NaOH) e l’acetato d’ammonio 
(AcONH4) sono stati comprati da Carlo Erba (Milano, Italia). L’acqua deionizzata è stata 
prodotta da Milli-Q Millipore Water System (Millipore, MA, USA). Tutti gli altri reagenti e 
materiali di grado analitico sono stati forniti da comuni fonti commerciali. I componenti 
acquosi e organici della fase mobile, degassati sotto pressione, sono stati miscelati 
meccanicamente dall’HPLC. Le fasi mobili sono state filtrate mediante filtri membranosi di 
acetato di cellulosa 0.2 µm (Sartorius Stedim Biotech S.A. Aubagne Cedex, Francia) con un 
apparecchio per la filtrazione di solventi. Il medicinale Cimalgex
®
 per il trattamento degli 
animali è stato comprato in una comune farmacia.  
 
3.3 Soluzioni standard 
 
Sono state preparate singole soluzioni madre di CX, PX e VX. Ogni soluzione della 
concentrazione di 1000 µg/mL e stata preparata con matracci volumetrici e conservata a -
20ºC. Successivamente le soluzioni di CX, VX e PX sono state diluite in provette di vetro 
(10 mL), per arrivare alla concentrazione finale di 10, 5, 1 µg/mL. Queste ultime sono state 
conservate a -20°C. 
Successivamente sono state effettuate ulteriori diluizioni con metanolo a partire da soluzioni 
madre di 100 ppm, allo scopo di ottenere concentrazioni a 10, 5, 2.5, 1, 0.5,0.25 ppm. Queste 
nuove concentrazioni, riguardanti specificatamente il CX, sono state aggiunte a campioni di 
plasma di cane, sono state testate attraverso l’HPLC in ordine di concentrazione crescente 
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(per tre volte ciascuna). Al fine di ottenere una retta di taratura, i dati sono stati analizzati 
con il programma GraphPad Prism 4 Projet versione 4.0, 2003.  
 
3.4 Tampone e soluzioni per estrazione 
 
 Tamponi di acetato d’ammonio 10 mM a pH vari 
I tamponi di AcONH4 utilizzati per determinare parte della fase mobile e per l’estrazione, 
alla concentrazione di 0.01 M sono stati preparati pesando esattamente 0.77 g di AcONH4 
disciolti in un litro di acqua bi-distillata milliQ sotto agitazione meccanica. La soluzione è 
stata portata a pH 3.0, 4.0, 4.6, 5.0, 6.0 aggiungendo gradualmente gocce di CH3COOH e 
leggendo il pH in tempo reale tramite un pH-metro con elettrodo a vetro. I tamponi sono stati 
conservati in frigorifero a +4°C. 
 
 Miscele di estrazione 
Sono state provate vari solventi puri e miscele di estrazione come riportato in Tabella 1. 




 Centrifuga UNIVERSAL 320 Hettich universal 320 (Ramsey, Minnesota, USA) 
 Centrifuga pb international MinisSpin® plus per eppendorf (Hamburg, Germany) 
 Vortex VWR, VV3 (Lutterworth, England) 
 Agitatore DYNAL Sample Mixer (Tilling Drive Stone, Staffordshire, UK) 
 pHmetro, HANNA INTRUMENTAL HI 9219 (Ronchi di Villafranca, PD, Italy) 
 HPLC: high performance liquid chromatography, Jasco (Mary's Court, Easton, MD, 
USA) 
 HPLC-MS: high performance liquid chromatography mass-spectrometry, Perkin 





Solventi Puri Solventi in Miscela 
Etere etilico 100% N-esano/Etere etilico 30/70% 
N-esano 100% Etere etilico/Diclorometano 30/70 % - 60/40% - 70/30% 





Per questo studio è stato usato uno strumento HPLC di tipo fluorimetrico dotato di una 
pompa HPLC Jasco PU-2089 con rivelatore fluorimetrico Jasco FP-2020 Plus. 
La separazione del campione dall’analita CX e del suo standard interno è stata eseguita 
tramite colonna Kinetex C18 di lunghezza 100 mm e diametro 4.6 mm con dimensioni di 
particelle di 2.6 µm. 
Le condizioni di lavoro dell strumento sono state determinate in accordo con lo studio 
Saccomanni et al. [2011] leggermente modificate. 
Lo strumento ha lavorato secondo eluizioni sia in gradiente che in isocratiche con flusso di 1 
mL/min, gain 1000 e detector impostato per lunghezza d’onda pari a λ 268 nm di 
eccitazione e λ di emissione 430 nm. 
La fase mobile utilizzata è stata composta di due fasi A e B in rapporto di 35:65. La fase A è 




La separazione cromatografica è stata eseguita con uno spettrofotometro Perkin Elmer 
(Waltham, MA, USA) 200 Series micro pump system, equipaggiato con un 
autocampionatore e un forno per colonna entrambi 200 Series della Perkin Elmer. Gli 
esperimenti MS sono stati sviluppati con un triplo quadrupolo di massa Biosystems/Sciex 
(Foster City, CA, USA) Api 4000 munito di una fonte di ionizzazione Turbo V elettrospray 
(ESI). I parametri principali sono stati: temperatura alla fonte 650°C, voltaggio di ionspray 
5.5 kV alla forma positiva dello ione (Ps) e - 4.2 kV alla forma negativa (Ng), potenziale 
declustering 50 V in Ps e – 50 V in Ns e l’intervallo di massa di 50/850 m/z. La corsa 
dell’HPLC-MS è stata condotta usando gli stessi parametri dell’HPLC-FL descritti nel 
paragrafo precedente. 
 
3.6 Validazione del metodo 
 
Per la validazione del metodo HPLC-FL è stata utilizzata la linea guida dell’EMEA 
(“Guideline on validation of bioanalytical methods, 2009”). 
 Accuratezza: è stata dimostrata iniettando il plasma di cani non trattati 
farmacologicamente (bianco). 
 Variazione Intra-day e Inter-day: è stata determinata effettuando analisi ripetute 
dei campioni di controllo qualità (CQ) nello stesso giorno e in giorni differenti. 
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 Ripetibilità del metodo: è stata dimostrata confrontando i risultati derivati 
dall’iniezione di tre campioni a tre concentrazioni di CX, per un numero totale di tre 
volte nello stesso giorno, nello stesso laboratorio, dallo stesso operatore, usando la 
stessa apparecchiatura a intervalli di tempo brevi. 
 Precisione Intermedia: è stato eseguito lo stesso procedimento ma a intervalli di 
tempo più lunghi (una volta al giorno per cinque giorni consecutivi). 
 Stabilità a lungo termine: è stata ottenuta confrontando le aree dei campioni CQ 
freschi con le aree dei campioni CQ aggiunti alla matrice organica e conservati a -
20°C per 14 giorni e per 2 mesi. 
 Riproducibilità del metodo: è stata dimostrata confrontando i risultati ottenuti nel 
laboratorio di farmacologia e tossicologia di San Piero e quelli ottenuti nel 
laboratorio del Dipartimento di Patologia Chirurgica, Medica, Molecolare e 
dell'Area Critica dell’Università di Pisa analizzando gli stessi campioni con lo stesso 
metodo, da operatori diversi, utilizzando apparecchiature e intervalli di tempo 
diversi. 
 Specificità del metodo: è stata valutata confrontando i cromatogrammi ottenuti 
iniettando il bianco di plasma di cane non soggetto ad alcun trattamento 
farmacologico con quelli ottenuti iniettando il plasma nel quale sono stati aggiunti 
concentrazioni note di analiti e tenuti a 37° per 30 min (metodo delle aggiunte) e 




 LOD e LOQ: la più bassa concentrazione di analita che può essere rilevata ma non 
quantificata (LOD) e la più bassa concentrazione di analita che può essere rilevata e 
quantificata (LOQ) sono state calcolate determinando il rapporto segnale-rumore 
ottenuto confrontando i segnali misurati su campioni contenenti concentrazioni note 
di CX con quelle di campioni bianchi. In particolare il valore di concentrazione 
corrispondente al segnale più basso misurabile sul campione con la certezza che 
questo segnale non possa essere scambiato per bianco dovuto al rumore di fondo 
(LOD) è stato calcolato in modo seguente: 
- LOD (segnale): valore medio dei bianchi + 3 volte la deviazione standard dei 
bianchi. 
Il valore di concentrazione corrispondente al segnale misurabile sul campione a 
partire dal quale si può ragionevolmente cominciare a quantificare la concentrazione 
del campione stesso (LOQ) è stato calcolato nel modo seguente: 




 Linearità del metodo: l’abilità di dare risultati che sono direttamente proporzionali 
alla concentrazione degli analiti nei campioni all’interno di un determinato campo di 
validità. È stata dimostrata iniettando in HPLC-FL soluzioni dell’analita a sei 
concentrazioni note. 
Dall’area dei picchi corrispondenti è stata costruita una curva di calibrazione. La 
linearità è stata verificata attraverso il calcolo del coefficiente di correlazione della 
curva di taratura seguita (R
2
). 
Il range lineare è stato valutato determinando l’intervallo di concentrazione nel quale 
il segnale varia linearmente con la concentrazione (area proporzionale della 
concentrazione). 
 La robustezza: è stata trovata evidenziando i parametri critici del metodo analitico 
come pH, temperatura, concentrazione, volatilità, stabilità in soluzione degli analiti, 
tempo di estrazione, composizione della miscela di estrazione, variazione della 
composizione di fase mobile, variazione della velocità del flusso e tipo di colonna. 
 
3.7 Metodo per la determinazione delle concentrazioni di analita nei campioni 
 
Per questo studio è stato utilizzato il metodo dello standard interno, PX e VX., scelti per le 
affinità strutturali, chimico-fisiche e di solubilità nei riguardi della molecola utilizzata, 
giustificata in parte da una appartenenza alla medesima classe di farmaci.  
Entrambi sono stati provati nelle medesime condizioni, si è preferito utilizzare il PX per la 
miglior visione a livello cromatografico. 
Questo metodo è servito nel processo di estrazione del CX, dove la percentuale dello 
standard interno PX è risultata equivalente alla percentuale estratta di CX, ciò ha determinato 
la possibilità di calcolare il recupero dell’analita attraverso determinati passaggi matematici: 
- Determinazione del rapporto tra l’area dello standard interno di ciascun campione e 
l’area della soluzione standard determinata per la costruzione della curva di taratura. 
- Determinazione del picco corrispondente al totale recupero di PX, e quindi di CX, 
definito Real Area, attraverso il rapporto tra l’area dei picchi di CX ricavati per 









3.8 Sperimentazione animale 
 
La sperimentazione è stata svolta su cani di razze, età e sesso differenti. Per un totale di 
cinque cani 3 femmine e 2 maschi (Maggie, Margot, Sansa, Billy e Blanco) tra i 19 e i 25 kg. 
La dose di farmaco usata è 2 o 4 mg/kg. 
La sperimentazione si è svolta nel seguente modo: il cane è stato pesato per un corretto 
calcolo della dose, gli è stato introdotto un catetere venoso (D-20 Gauge) nella safena ed 
stato prelevato il sangue al tempo 0. Il catetere è stato munito di tappo perforabile per 
facilitare i prelievi senza stress per l’animale. La somministrazione del farmaco è avvenuta 
per via orale (compresse appetibili) e in dose unica. Sono stati fatti prelievi ad intervalli di 
tempo di 5, 15, 30, 45 minuti, 1, 1.5, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10 e 24 ore. Prima e dopo ogni prelievo 
sono stati infusi circa 2 mL di soluzione salina contente eparina (10 UI/ml) in modo da 
mantenere le vene pervie e i primi 0.5 ml di sangue sono stati scartati. Subito dopo ogni 
prelievo il sangue stato posto in provette eparinizzate e dopo un intervallo di tempo di circa 
10 minuti centrifugate per 10 min a 3500 rpm, prelevato il plasma e congelato a -25°C in 
provette a vite per le successive analisi. 
 
3.9 Procedura di estrazione ottimizzata 
 
La procedura di estrazione è stata effettuata in Eppendorf di polipropilene da 2 mL. Sono 
stati introdotti nelle eppendorf 100 µL di PX 10 µg/mL e portate a secco sotto getto delicato 
di azoto. Sono stati introdotti 500 µL di plasma e vortexati per 2 min. Sono stati aggiunti 100 
µL di CF3COOH al 10% e dopo agitazione con vortex viene introdotta una una punta di 
spatola di KCl (circa 4 g), e vortexati (15 sec). 600 µL di solvente organico (etere 
etilico/diclorometano 7:3 v/v) sono stati aggiunti alla soluzione e vortexati (30 sec), agitati 
(60 oscillazioni min, 10 min) e centrifugati a 21.913 x g (raggio rotore 10 cm) per 10 min a 
10°C. Sono stati prelevati 400 µL di sovranatante e disposti in eppendorf pulite. Portati a 
secco con getto gentile di azoto ed il residuo è stato ripreso con 200 µL di fase mobile. 20 
µL della soluzione ottenuta sono stati iniettati in HPLC per l’analisi. 














100 µL PX 
500 µL Plasma 
100 µL CF3COOH  
4 g KCl 
600 µL Et2O/CH2Cl2 
(70/30 vv) 
  
200 µL fase mobile 
A secco con N2 
Vortex 2 min 
Vortex 1 min 
Vortex 1 min 
Vortex 30 sec 
Agitare 10 min 
Centrifugare 10 min 
Prelevare 400 µL 
sovranatante 
A secco con N2 





3.10 Analisi statistica e valutazione farmacocinetica 
 
Le analisi statistiche sono state valutate mediante Anova test. I risultati sono stati presentati 
come valore medio ± deviazione standard. Tutte le analisi sono state condotte usando 
GraphPad InStat (GraphPad Software, Inc, La Jolla CA, USA). In tutte le indagini le 
differenze sono state considerate significative se il livello di probabilità associata (P) è stato 
minore di 0.05.  
I calcoli farmacocinetici sono stati attuati utilizzando il software WinNonLin v 5.3.1 
(Pharsingth Corp, Sunnyvale, CA, USA). La concentrazione massima (Cmax) di CX nel 
plasma e il tempo occorrente per raggiungere il Cmax (Tmax) sono stati predetti dai dati. L’area 
sottesa alla curva (AUC0-24) è stata calcolata seguendo la regola dei trapezzi [Gibaldi, Perrier, 
1982].  
Sono state calcolate le seguenti variabili: la concentrazione massima (Cmax), il tempo per la 
concentrazione massima (Tmax), il tempo di emivita della fase terminale (t½ ʎz), costante di 
velocità nella parte terminale (λz), area sotto la curva della concentrazione plasmatica vs 








































4.1 Sviluppo del metodo analitico 
 
Al fine di ottimizzare la separazione cromatografica degli analiti è stato variato il pH del 
tampone della fase mobile (3.0, 4.0, 4.6, 5.0, 6.0). Essendo il CX non pH sensibile e il 
parecoxib (PX) pH sensible, il cambio del pH ha permesso lo slittamento a tempi di 
ritenzione maggiori solamente del picco dello standard interno. Ciò ha permesso di separare 
nettamente i due composti permettendo una corretta valutazione dei picchi cromatografici. 
Sono stati valutati flussi differenti tra 0.3 – 1.2 mL/min, usando una colonna Kinetex C18 di 
lunghezza 100 mm e diametro 4.6 mm con dimensioni di particelle 2.6 µm. La fase mobile 
finale è risultata ACN:AcONH4 (10mM) pH 4.6 (35:65) con un flusso di 1 mL/min. Le 
analisi sono state condotte sia in gradiente che in isocratica. Dopo analisi dei picchi 
cromatografici si è preferito l’utilizzo dell’isocratica che permette una analisi più semplice e 
evita i tempi di riequilibrazione della colonna. 
Le lunghezze d’onda di eccitazione e di emissione sono state testate all’interno degli 
intervalli di 250-280 e 350-450 nm. La lunghezza d’onda di λ 268 nm di eccitazione e λ di 
emissione 430 nm è risultata essere la più adatta secondo scanzione fluorimetrica. 
Come standard interni sono stati valutati due composti aventi caratteristiche chimico fisiche 
simili al CX: PX e valdecoxib (VX) (Fig. 14). 
 
Fig. 14 – Stuttura molecolare dei due standard interni e del cimicoxib. 
 
 
              Valdecoxib                       Cimicoxib                   Parecoxib   
 
Tra i due il miglior candidato perché pH sensibile, appropriato tempo di ritenzione, 
eccellente risoluzione nonché il minor tempo di corsa cromatografica, è stato il PX. 
Il VX ha mostrato in fase di sperimentazione minor resa, maggior tempo di ritenzione e 




4.2 Ottimizzazione del metodo di estrazione 
 
La deproteinizzazione del campione è stata testata con diversi agenti: KCl 10%, NaCl 10% e 
CF3COOH 10%. Il miglior risultato è stato ottenuto da acidi forti. Il CF3COOH è risultato il 
migliore. In aggiunta per migliorare la precipitazione proteica ed eliminare l’interferenza del 
plasma nella lettura cromatografica 4 mg di KCl sono stati aggiunti al processo di estrazione. 
Per quanto riguarda il solvente di estrazione sono stati testati differenti solventi organici e 
loro miscele. L’Et2O e il CH2Cl2 sono stati selezionati come solventi più idonei in termini di 
estrazione degli analiti e minimizzazione dei componenti della matrice (interferenze). 
Inoltre, sono state valutate, in termini di recupero e selettività, le variazioni delle proporzioni 
dei solventi d’estrazione prescelti (Et2O:CH2Cl2 3:7, 3:2, 7:3, v/v). Il Et2O:CH2Cl2 (7:3 v/v) 
ha presentato il miglior recupero sia dell’analita (CX) (76±5.6%) che dello standard interno 
(PX) (69±8.6%). 
Un altro aspetto ad essere valutato è stata l’influenza dei cicli di estrazione sull’efficienza 
dell’estrazione stessa. Il tempo di estrazione è stato fissato a 10 minuti e il numero dei cicli è 
stato variato da uno a due. Il secondo ciclo ha determinato un aumento modesto del recupero 
(83.2±12.3%), tale da non giustificare l’utilizzo di due cicli estrattivi. 
 
4.3 Validazione del metodo 
 
 Linearità: è stata raggiunta una buona linearità nell’intervallo investigato. 
L’equazione della retta di regressione lineare è riportata nella Tabella 2. 
 
 LOQ e LOD: il rapporto segnale/rumore di fondo considerato per la valutazione del 
parametro è stato 10:3 (Tabella 2). L’esattezza e la precisione sono risultate nei 
criteri richiesti dall’EMEA (RDS%, <20%) [Anonymous, 2009]. 
 
 Specificità: è stato visto che in condizioni cromatografiche ottimali i picchi dovuti 
alla matrice non hanno avuto alcuna interferenza ne con lo IS ne con il CX. I tipici 
tempi di ritenzione sono risultati 9.1±0.1 min per il IS e di 4.9±0.1 min per il CX. 
(Fig. 15-16). 
 
 Selettività: dall’analisi compiuta tramite l’HPLC-MS non sono stati rilevati 
composti eluiti insieme agli analiti in campioni di plama da cani trattati, come 
mostrato in Figura 16-17. 
 
 Esattezza: l’esattezza è stata valutata attraverso la determinazione del recupero per 
cinque duplicati di ogni campione CQ. Il CV (%) è risultato di 5.8. Il valore di 
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ripetibilità per l’analiti, inter-day e intra-day, è stato calcolato tramite la 
quantificazione di CX in cinque campioni duplicati di CQ (rispettivamente 5 
controlli in una giornata e 5 controlli in 5 giorni diversi). Gli errori relativi 
all’esattezza sia intra-day che inter-day sono risultati <7% (Tabella 2). 
 
















 Ripetibilità: allo scopo di valutare e assicurare la buona riproducibilità del metodo, 
sono stati eseguiti studi di stabilità. Sono state analizzate le soluzioni madre degli 
analiti, dell’IS (0.100 µg/mL), nonché i campioni di CQ (ad alta e bassa 
concentrazione). Tali soluzioni sono state esaminate in: condizioni di temperatura 
ambiente a breve durata, condizioni di stoccaggio a lungo termine (-20°C), 
condizioni di congelamento-scongelamento. La determinazione della stabilità a 
breve durata è stata ottenuta scongelando i campioni CQ mettendoli a temperatura 
ambiente per 24 ore. Per la stabilità a lungo termine invece, i campioni sono stati 
sottoposti a -20°C per una durata di 30 giorni. I dati raccolti dopo tre cicli di 
congelamento-scongelamento hanno mostrato che gli analiti sono stabili nel plasma 
del cane (CV% <7). Questo risultato ha indicato che la conservazione a -20°C degli 
analiti nei campioni del plasma è congruo, e quindi, che non dovrebbero subentrare 




Intervallo lineare (ng/mL) 10-2500 
Equazione di calibrazione  y= 133x+6803 
Coefficiente di correlazione (r
2
) 0.9985 ± 0.0354 
LOQ (ng/mL) 10 
LOD (ng/mL) 3 
Esattezza 98.9 ± 4.3 
Precisione (%)  
Interday 1.3 – 42.9 




Fig. 15 Tracciato cromatografico eseguito con HPLC-FL. A: Tracciato cromatografico di plasma 
bianco; B: Tracciato cromatografico di plasma con aggiunta di CX e IS (100 ng/mL); C: Tracciato 
















Fig. 16 Curva cromatografica eseguita con HPLC-MS con range m/z 368-385 Da di un campione 
reale acquisito con ioni negativi. Si possono chiaramente rilevare i picchi del CX e del IS 






Fig. 17 Confronto tra lo spettro (HPLC-MS) dei picchi a 4.9 min: A: CX; B: CX in campione reale 
acquisiti con ioni negativi; C: CX; D: CX in campione reale acquisito con ioni positivi. 
 
 Robustezza: la robustezza della metodologia è stata determinata attraverso la 
riproducibilità dei risultati, svolgendo la stessa metodologia analitica in diversi 
laboratori o sotto circostanze differenti. Il presente studio ha analizzato diverse 
aliquote di plasma, prelevati da cani trattati, in due laboratori differenti (Laboratorio 
di Farmacologia Veterinaria e al Centro di Spettrometria di Massa entrambi 
appartenenti all’Università di Pisa) ottenendo variazioni inferiori al 7%.  
I suddetti risultati dimostrano che la metodologia consente la quantificazione 
accurata del CX. I parametri di validazione sono in accordo con le linee guida 






Le somministrazioni di 4 mg/kg e 2 mg/kg sono state ben tollerate. L’esame fisico, 
l’osservazione clinica e i dati ricavati da esami chimici ed ematologici non hanno indicato 
nessuna reazione avversa negli animali durante e dopo lo studio. 
 
4 mg/kg: solo un cane (Meggie) è stato trattato a 4 mg/kg. Dopo la somministrazione di 
Cimalgex
®
 in compresse masticabili la concentrazione plasmatica è salita toccando il picco 
massimo di concentrazione Tmax in 2 ore per calare in maniera progressiva nelle 10 ore ma 
essere ancora presente, in concentrazioni quantificabili alle 24 ore (Fig. 18). 
La Cmax è stata di 846 ng/mL e l’AUC0-24 è stato di 6762 h ng/mL (Tabella 3). 
 
Tabella 3. Principali parametri farmacocinetici del CX dopo somministrazione orale di 4 mg/kg (1 
cane) e 2 mg/kg (4 cani).  
 
Parametri 4 mg/kg 2mg/kg 
R
2
 0.997 0.969±0.020 
λz(1/h) 0.067 0.71±0.74 
t1/2 λz (h) 10.20 4.47±1.93 
Tmax (h) 2.00 2.12±1.31 
Cmax (ng/mL) 846 479.2±74.5 
AUC0-24 6762 2891±1147 
R
2: coefficiente di correlazione; λz: costante di velocità nella parte terminale; t ½ 
λz: tempo di emivita terminale; Tmax: tempo al picco; Cmax: concentrazione 
plasmatica massima; AUC0-24: area sotto la curva della concentrazione plasmatica 




















Fig. 18 Curva della concentrazione plasmatica vs tempo del CX dopo somministrazione orale di 
Cimalgex
®
 a 4 mg/kg in un cane. 
 
 
2 mg/kg: quattro cani sono stati testati con questo dosaggio (Billi, Blanco, Margot e Sansa). 
Dopo somministrazione di Cimalgex
®
 in compresse masticabili la concentrazione plasmatica 
è salita toccando il picco massimo di concentrazione Tmax in 2.12±1.31 ore per calare in 
maniera progressiva nelle 10 ore ma essere determinabile alle 24 ore solo in un cane (Fig. 
19). 
La Cmax è stata di 479.2±74.5 ng/mL e l’AUC0-24 è stata di 2891±1147 h ng/mL (Tabella 3). 
 
Fig. 19 Curva media della concentrazione plasmatica vs tempo del CX dopo somministrazione orale 
di Cimalgex
®




















































































, nome commerciale del CX, è un farmaco di recente rilascio. La mancanza di 
studi sulla farmacodinamica e la farmacocinetica ne limitano l’utilizzo in clinica veterinaria. 
Selettivo verso il COX-2 è un FANS molto attivo contro l’infiammazione e il dolore post 
operatorio nel cane.  
La metodica sviluppata nel presente studio per la determinazione del CX è risultata valida in 
termini di accuratezza, precisione e robustezza in accordo con i parametri richiesti 
dall’EMEA. La presente metodica è risultata relativamente semplice, economica e di rapida 
esecuzione. L’HPLC con rilevatore fluorimetrico (HPLC-FL) è stato sensibile e accurato alla 
pari del notevolmente più costoso spettrofotometro di massa (HPLC-MS) con cui vengono 
normalmente sviluppati questi studi. Lo studio del CX attraverso il rilevatore FL ha 
permesso una riduzione dei costi, offrendo la possibilità di condurre questo tipo di analisi 
anche in laboratori meno attrezzati.  
Il presente studio è stato sviluppato basandosi su una metodica precedentemente pubblicata 
in letteratura [Saccomanni et al, 2011]. Questo studio trattava altri COXIBs strutturalmente 
simili al CX, usati nel presente studio come standard interni (PX e VX). Sono state apportate 
numerose modifiche quali: il pH del tampone da 5.0 a 4.6, la fase mobile, il range di 
emissione ed eccitazione dell’HPLC-FL da 265 e 375 a 268 e 430 nm, e l’estrazione del 
campione. 
Gli standard interni sono stato scelti in base alla loro struttura chimica, stabilità in soluzione, 
tempo di ritenzione, valore di assorbanza e dipendenza dal pH. Non essendoci in letteratura 
studi disponibili al confronto gli standard interni sono stati scelti e testati per la somiglianza 
molecolare con il CX. Dopo aver testato all’HPLC soluzioni di PX e VX singoli ed in 
soluzione con CX, si è preferito utilizzare come IS il PX. Il VX è risultato inadatto al caso in 
quanto non ha permesso una soddisfacente resa alle condizioni di estrazione, ma, cosa più 
importante, è stata riscontrata una sovrapposizione di picchi cromatografici che non avrebbe 
permesso una corretta analisi dei campioni di plasma canino. Il PX, invece, è risultato ottimo 
sia dal punto di vista cromatografico sia per quanto riguarda la resa, la stabilità all’estrazione 
e alle condizioni di conservazione dei campioni. 
Tutti i reagenti utilizzati nel presente studio sono stati scelti per la loro facile reperibilità, 
maneggevolezza e basso costo. La metodica in toto è risultata semplice, facilmente 
replicabile e intuitiva. 
Si è preferito cominciare la sperimentazione con la dose non terapeutica di 4 mg/kg e con un 
solo cane perché non avendo studi preliminari di confronto la concentrazione plasmatica 
sarebbe potuta risultare inferiore al limite di rilevazione all’HPLC non permettendo 
un’analisi corretta. Visti i risultati ottenuti con 4 mg/kg, il resto della sperimentazione è stata 
condotta alla dose di 2 mg/kg con risultati più che soddisfacenti. 
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Una dose singola di 2 mg/kg di Cimalgex
® 
attraverso somministrazione orale ha mostrato 
caratteristiche farmacocinetiche varabili nei quattro cani trattati. La differenze si sono 
rivelate in tutti i parametri calcolati. La differenza di Tmax nei cani trattati è risultato 
compreso tra 1 ora e 4 ore. La Cmax è risultata nei 4 cani compresa tra 414 a 567 ng/mL. 
Questo può essere dovuto ad una differenza di razza, eta, e sesso riscontrata nei cani. Per uno 
studio più preciso sulla farmacocinetica del CX nel cane dovrebbe essere utilizzata una 







































La presente metodica HPLC si è rilevata, rapida, sensibile ed economica. Questa metodica 
potrà quindi essere utilizzata per studi cinetici nel cane. Inoltre vista l’esigua quantità di 
plasma necessario per l’analisi, il presente metodo potrebbe essere utilizzato per lo studio 
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